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Ωʔϫʔυɿᄿ֮ड༰ମɺGPCRɺG λϯύΫ࣭ɺ୤ײ࡞ɺϦϯࢎԽ
ʲং࿦ʳ
ɹզʑͷपΓʹ͸ৗʹ೏͍͕ଘࡏ͢Δɻͦͷ೏͍؀ڥ͸ܾͯ͠ҰఆͰ͸ͳ͘ɺ೏͍Λߏ੒͢
Δ෼ࢠͷछྨ΋ɺͦͷೱ౓΋ɺࠁҰࠁͱมԽ͢Δɻࢹ͔֮Βେ൒ͷ৘ใΛಘΔώτͱҟͳΓɺ
ଞͷಈ෺ʹͱͬͯ೏͍ͷ৘ใ͸ੜଘʹඞਢͳ΋ͷͰɺ৯΂෺ͷࡏॲ΍ఱఢͷଘࡏͱ͍ͬͨ৘
ใΛᄿ͔֮Βಘ͍ͯΔɻपғͷ೏͍؀ڥͷมԽΛ࡯஌͢Δηϯαʔͱͯ͠ಇ͘ͷ͕ᄿ֮ड༰
ମͰ͋Δɻᄿ֮ड༰ମ͕ଐ͢Δ 7 ճບ؏௨ܕ G λϯύΫ࣭ڞ໾ܕड༰ମʢGPCRʣϑΝϛϦ
ʔ͸ɺϦΨϯυͷ݁߹ʹ൐͍ߏ଄ΛมԽͤͯ͞ G λϯύΫ࣭Λ׆ੑԽ͠ɺͦͷޙ͙͢ʹෆ׆
ੑԽ͠ఆৗঢ়ଶʹ໭Δ͜ͱ͕஌ΒΕ͍ͯΔɻϦΨϯυΛड༰͠ɺͦͷγάφϧΛ఻ୡ͢Δͱ
͍͏ड༰ମͷΦϯʗΦϑͷεΠονϯάϝΧχζϜ͸ɺੜ෺͕֎ք͔Βͷ৘ใʹහডʹରԠ
͢ΔͨΊʹඞਢͳػߏͰ͋Δɻᄿ֮ܥʹ͓͍ͯ΋ɺੜ෺͕ৗʹมԽ͢Δ೏͍؀ڥʹదԠ͢Δ
ͨΊʹɺ೏͍ड༰ͷελʔτ஍఺Ͱ͋Δᄿ֮ड༰ମ͕ૉૣ͘׆ੑԽ͠ɺ·ͨૉૣ͘ఆৗঢ়ଶ
ʹ໭Δ͜ͱͰɺ࣍ͷ೏͍ड༰ʹඋ͑Δ͜ͱ͕ॏཁͰ͋Δͱߟ͑Δɻ͔͠͠ɺᄿ֮ड༰ମ͸Ϧ
Ψϯυͱड༰ମͷରԠ͚͕ͮ΄ͱΜͲͳ͞Ε͍ͯͳ͍ͨΊɺ ᄿ֮ड༰ମʹ͓͚Δ׆ੑԽػߏɺ
͓Αͼ୤ײ࡞ػߏʹؔ͢Δ஌ݟ͸΄ͱΜͲಘΒΕ͍ͯͳ͍ɻͦ͜Ͱຊݚڀ͸ɺഓཆࡉ๔ܥͰ
ͷޮ཰ͷΑ͍ൃݱʹ੒ޭ͠ɺৄࡉͳϦΨϯυղੳ͕͞Ε͍ͯΔϚ΢εᄿ֮ड༰ମ mOR-EG
Λ༻͍ɺᄿ֮ड༰ମ͕ G λϯύΫ࣭Λ׆ੑԽ͢Δࡍͷ෼ࢠػߏɺ͓Αͼ׆ੑԽޙʹఆৗঢ়ଶ
ʹ໭ΔͨΊͷաఔͰ͋Δ୤ײ࡞ػߏΛ໌Β͔ʹ͢Δ͜ͱΛ໨తͱͨ͠ɻ
ʲ݁Ռ͓Αͼߟ࡯ʳ
̍ɽᄿ֮ड༰ମʹ͓͚Δ G λϯύΫ࣭׆ੑԽػߏͷղੳ
ɹmOR-EG Λ HEK293 ࡉ๔ʹൃݱͤ͞ɺΞΰχετͰ͋ΔΦΠήϊʔϧʢEGʣͰܹࢗΛߦ
͏ͱɺmOR-EG ͸ HEK293 ࡉ๔಺ࡏੑͷ Gαs ͱڞ໾͠ɺͦͷ݁Ռࡉ๔಺ cAMP ྔ͕૿Ճ͢
ΔɻҰํɺ༷ʑͳ GPCR ͱڞ໾͢Δ Gα15 ͱ mOR-EG Λ HEK293 ࡉ๔ʹڞൃݱͤ͞ EG ܹࢗ
Λߦ͏ͱɺϗεϗϦύʔθ C ܦ࿏Λհͨ͠ࡉ๔಺ Ca
2+ͷ্ঢ͕ݟΒΕΔʦਤ 1ʧ ɻͦ͜ͰɺG
λϯύΫ࣭ͱ૬ޓ࡞༻Λ࣋ͭͱߟ͑ΒΕΔࡉ๔಺ϧʔϓ͓ΑͼΧϧϘΩγϧ຤୺ྖҬʹଘࡏ
͢ΔΞϛϊࢎͷ෦ҐಛҟతมҟମΛ࡞੡͠ɺ cAMP ΞοηΠͰͷ Gαs Λհͨ͠ EG Ԡ౴ͱ Ca
2+
ΠϝʔδϯάͰͷ Gα15 Λհͨ͠ EG Ԡ౴Λൺֱ͢Δ͜ͱͰɺmOR-EG ʹ͓͍ͯ Gαs ͱͷڞ2
໾ʹؔΘΔΞϛϊࢎͷಉఆΛ໨ࢦͨ͠ɻͦͷ݁Ռɺࡉ๔಺ୈ 3 ϧʔϓʹଘࡏ͢Δ Ser
231ɺ͓
ΑͼΧϧϘΩγϧ຤୺ྖҬʹଘࡏ͢Δ Ser
292ɺ Thr
301  ͷมҟମͰ͸ɺ Gα15Λհͨ͠ࡉ๔಺ Ca
2+
ͷ্ঢ͸໺ੜܕͱมΘΒͣೝΊΒΕΔ͕ɺGαs Λհͨ͠ࡉ๔಺ cAMP ྔͷ૿Ճ͕ೝΊΒΕͳ
͘ͳΔ͜ͱ͕໌Β͔ͱͳͬͨɻͦͷͨΊɺ͜ΕΒͷΞϛϊࢎ͸ G λϯύΫ࣭ͱͷڞ໾ʹؔΘ
Δͱߟ͑ΒΕΔɻ
ɹ࣍ʹɺᄿ֮ड༰ମͷ׆ੑܕ΁ͷߏ଄มԽϝΧχζϜΛղ໌͢ΔͨΊͷ଍͕͔Γͱͯ͠ɺ׆
ੑܕ΁ͷߏ଄มԽͷࡍʹμΠφϛοΫͳಈ͖Λ͢Δ͜ͱ͕஌ΒΕ͍ͯΔୈ 6 ൪໨ͷࡉ๔ບ؏
௨ྖҬͷΞϛϊࢎʹ෦ҐಛҟతมҟΛಋೖ͠ɺ೏͍Ԡ౴ղੳΛߦͬͨɻͦͷ݁ՌɺSer
240 ม
ҟड༰ମͰ͸ɺ Gα15Λհͨ͠ Ca
2+ͷ্ঢ͸໺ੜܕͱมΘΒͳ͍͕ɺ Gαs Λհͨ͠ࡉ๔಺ cAMP
࢈ੜྔ͕༗ҙʹ૿େͨ͠ʦਤ 2ʧ ɻͦͷͨΊ Ser
240 ͸ɺG λϯύΫ࣭ͷ׆ੑԽΛௐઅ͢ΔΞϛ
ϊࢎͰ͋Δͱߟ͑ΒΕΔɻ
̎ɽᄿ֮ड༰ମʹ͓͚Δ୤ײ࡞ػߏͷղੳ
ɹ෦ҐಛҟతมҟମΛ༻͍ͨ೏͍Ԡ౴ղੳΑΓɺ
೏͍෼ࢠͷड༰ʹ൐͏ G λϯύΫ࣭ͷ׆ੑԽʹؔ
ΘΔΞϛϊࢎΛಉఆͨ͠ɻ࣍ʹɺG λϯύΫ࣭ͷ׆
ੑԽޙʹى͜Δɺᄿ֮ड༰ମͷ୤ײ࡞ͷ෼ࢠϝΧ
χζϜͷղ໌Λ໨ࢦͨ͠ɻ·ͣɺᄿ֮ड༰ମʹ͓
͚Δ୤ײ࡞ͷ༗ແΛݕূ͢ΔͨΊʹɺΞΰχετ
Ͱલॲཧͨ͠ࡉ๔Λ༻͍ͯ೏͍Ԡ౴ղੳΛߦͬͨɻ
ͦͷ݁ՌɺmOR-EG ͷΞΰχετͰલॲཧΛߦͬ
ͨࡉ๔Ͱ͸ɺͦͷޙͷ EG Ԡ౴͕༗ҙʹ཈੍͞ΕΔ
͜ͱΛݟ͍ͩͨ͠ʦਤ 3ʧ ɻ͜ͷ೏͍Ԡ౴ͷ཈੍͸ɺ
mOR-EG ͷϦΨϯυͱͳΒͳ͍෼ࢠ΍ɺmOR-EG
ͱಉ༷ʹ Gαs ͱڞ໾͠ cAMP Λհͨ͠৘ใ఻ୡܦ
࿏Λ׆ੑԽ͢Δβ2-ΞυϨφϦϯड༰ମͷΞΰχε
τʢIsoʣͰલॲཧΛߦͬͨ৔߹ʹ͸ݟΒΕͳ͍ɻ͢ͳΘͪɺࡉ๔಺৘ใ఻ୡʹؔΘΔ෼ࢠͰ
͸ͳ͘ɺmOR-EG ͦͷ΋ͷ͕ΞΰχετܹࢗʹΑͬͯෆ׆ੑԽ͢Δ͜ͱ͕ࣔࠦ͞ΕΔɻ࣍ʹɺ
ᄿ֮ड༰ମͷෆ׆ੑԽʹड༰ମͷϦϯࢎԽ͕ؔΘΔ͔Ͳ͏͔ݕূ͢ΔͨΊɺᄿ্ൽʹଟ͘ൃ
ݱ͢Δ GPCR ϦϯࢎԽ߬ૉͰ͋Δ GRK3ɺ͓ΑͼϦϯࢎԽ͞ΕͨλϯύΫ࣭Λೝࣝ͢ΔβΞ
Ϩενϯ 2 Λᄿ֮ड༰ମͱڞൃݱͤ͞ɺ೏͍Ԡ౴Λଌఆͨ͠ɻͦͷ݁ՌɺGRK3 ͓ΑͼβΞ
Ϩενϯ 2 Λڞൃݱͨ͠ࡉ๔ʹ͓͍ͯ EG Ԡ౴͕཈੍͞Εͨɻ͜ͷ݁Ռ͸ɺᄿ֮ड༰ମͷϦ
ϯࢎԽʹ͜ΕΒͷ෼ࢠ͕ؔΘΔՄೳੑΛ͍ࣔࠦͯ͠Δɻ
ʲ݁࿦ʳ
ɾϚ΢εᄿ֮ड༰ମ mOR-EG ʹ͓͍ͯɺGαs ͱͷڞ໾ʹؔΘΔΞϛϊࢎΛಉఆͨ͠ɻ
ɾᄿ֮ड༰ମͷ׆ੑܕ΁ͷߏ଄มԽʹ͓͍ͯɺอଘੑͷߴ͍ΞϛϊࢎͰ͋Δ Ser
240 ͕ॏཁ
Ͱ͋Δ͜ͱΛ໌Β͔ʹͨ͠ɻ
ɾΞΰχετܹࢗʹΑͬͯɺGRK3 ͓ΑͼβΞϨενϯ 2 ͕ؔ༩͢Δᄿ֮ड༰ମͷ୤ײ࡞
͕ى͖Δ͜ͱΛ໌Β͔ʹͨ͠ɻ